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1. Цели освоения дисциплины: 
Формирование у студентов знаний об основных понятиях и методах современной нейробиологии, теоретических представлений о структуре и функции нейронных сетей мозга а также умений по работе с современными методами нейробиологии. Основной целью дисциплины является освоение основ современных генно-инженерных методов, методов иммуноцитохимического окрашивания, прижизненного изучения кальциевого гомеостаза, определения жизнеспособности и метаболической активности клеток в клеточной культуре.  Эта цель достигается путем изучения теоретических основ некоторых, наиболее распространенных  методов визуализации и применение полученных знаний в ходе практических работ.
2. Место дисциплины в структуре ООП: 
Данная дисциплина относится к дисциплинам по выбору студентов вариативной части цикла Б. 3 (профессиональный), преподается в 6 семестре. 

Перед изучением курса студент должен освоить следующие дисциплины:

- Молекулярная биология;
- Цитология;

- Физиология высшей нервной деятельности.
3. Требования к результатам освоения дисциплины:
Процесс изучения дисциплины направлен на формирование следующих компетенций:
· следует этическим и правовым нормам в отношении других людей и в отношении природы (принципы биоэтики), имеет четкую ценностную ориентацию на сохранение природы и охрану прав и здоровья человека (ОК-1);
· способен использовать базовые знания и навыки управления информацией для решения исследовательских профессиональных задач, соблюдает основные требования информационной безопасности, в том числе защиты государственной тайны (ОК-7);

· приобретает новые знания и формирует суждения по научным, социальным и другим проблемам, используя современные образовательные и информационные технологии (ОК-3) 

· демонстрирует базовые представления о строении, функционировании, особенностях биологических систем всех уровней организации жизни (ОПК-1); 

· применяет современные экспериментальные методы работы с биологическими объектами в полевых и лабораторных условиях, навыки работы с современной аппаратурой (ОПК-2); 

· Владеет теоретическими знаниями о механизмах функционирования клеток и клеточных сетей мозга, основами экспериментальных методик, включая электрофизиологические методы регистрации с использованием технологий патч-кламп и мультиэлектродных систем, флуоресцентного оптического имиджинга, основами компьютерного моделирования нейронных систем и использует их в научно-исследовательской деятельности, в также в прикладной деятельности в области молекулярно-клеточного нейробиологии, компьютерного моделирования (ППК-10).
В результате изучения дисциплины студент должен 
знать: 

и использовать универсальные пакеты прикладных компьютерных программ для решения профессиональных задач (анализ данных), создавать базы данных на основе ресурсов Интернет (ОК-7) 
экспериментальные методы работы с биологическими объектами (ОПК-2, ППК-10)
уметь:

формировать суждения по научным, социальным и другим проблемам, используя современные технологии и уметь применять полученные навыки на производстве (ОК-3, ОПК-1)

работать самостоятельно и в команде 
владеть:

современными представлениями об основах и механизмах функционирования клеток и клеточных сетей мозга (ППК-10)
общепрофессиональными знаниями теории и методов современной нейробиологии (ОПК-1, ОПК-2)

современными методами обработки, анализа и синтеза лабораторной биологической информации (ОПК-2)
4. Структура и содержание дисциплины:

Общая трудоемкость дисциплины составляет 3 зачетные единицы, 108 часов.
	№

п/п
	Раздел

Дисциплины
	Семестр
	Неделя семестра
	Виды учебной работы, включая самостоятельную работу студентов и трудоемкость (в часах)
	Формы текущего контроля успеваемости (по неделям семестра)

Форма промежуточной аттестации (по семестрам)

	
	
	
	
	Лекции


	Практические занятия
	Самостоятельная работа
	Экзамен
	

	1
	Введение. Методы изучения нейронных сетей мозга.  
	6
	1
	1
	1
	1
	
	Практическая работа

	2
	Методы исследования спонтанной биоэлектрической активности нейронных сетей
	6
	1-2
	3
	3
	1
	
	Практическая работа

	3
	Функциональный кальциевый имиджинг
	6
	3
	1
	1
	2
	
	Практическая работа

	4
	Основы иммунологических

исследований
	6
	3-4
	3
	3
	2
	
	Практическая работа

	5
	Генно-инженерные методы  нейробиологии
	6
	5-6
	3
	3
	2
	
	Практическая работа

	6
	Методы определения жизнеспособности и метаболической активности 
	6
	6-7
	3
	3
	2
	
	Практическая работа

	7
	Основные подходы к культивированию бактериальных монокультур
	6
	8
	2
	2
	2
	
	Практическая работа

	8
	Получение компитентных бактериальных клеток. Основные виды маркерных генов. Методы мультиплицирования ДНК
	6
	9
	2
	2
	2
	
	Практическая работа

	9
	Методы трасформации эукариотических клеток
	6
	10
	2
	2
	2
	
	Практическая работа

	10
	Культивирование клеточных линий позвоночных
	6
	11
	2
	2
	2
	
	Практическая работа

	11
	Методы очистки плазмид и определение качества плазмидной ДНК
	6
	12
	2
	2
	2
	
	Практическая работа

	12
	Трансфецирование первичной диссоциированной культуры. Оценка результатов и эффективности трансфекции
	6
	13
	2
	2
	
	
	

	
	 ИТОГО
	
	108
	26
	26
	20
	36
	Экзамен


5. Образовательные технологии 

Лекции по дисциплине «Основы прикладной нейробиологии» читаются с использованием мультимедийного оборудования. 

Практические занятия связаны с приобретением опыта профессиональной деятельности и с формированием поведенческой модели – когда студент способен самостоятельно сориентироваться в ситуации и квалифицированно решить стоящие перед ним задачи. Предусматривается широкое использование активных и интерактивных форм приобретения новых знаний. Практические занятия включают метод «Дельфи» - поиска решений в процессе «мозговой атаки», проводимой группой студентов, и отбора лучшего решения исходя из экспертных оценок. 
6. Учебно-методическое обеспечение самостоятельной работы студентов. Оценочные средства для текущего контроля успеваемости, промежуточной аттестации по итогам освоения дисциплины.
Самостоятельная работа студентов включает работу в читальном зале библиотеки, в учебных кабинетах (лабораториях) и в домашних условиях, с доступом к ресурсам Интернет. Самостоятельная работа студентов подкреплена учебно-методическим и информационным обеспечением, включающим учебно-методические пособия, конспекты лекций. 
Вопросы к экзамену:
1. Основные маркеры различных стадий развития нейронов и астроцитов.
2. Внеклеточные и внутриклеточные методы снятия потенциала действия.

3. История иммуноцитохимии и создания моноклональных антител. Наноантитела.
4. Особенности синаптической передачи возбуждения и проведения возбуждения в ЦНС.

5. Роль NMDA и AMPA  рецепторов в передаче сигнала.

6. Роль астроцитов в синаптической передаче. Другие классы глиальных элементов
7. Обмен глюкозы и лактата в ЦНС и специфические рецепторы, участвующие в передаче лактата от глии к нейрону. 

8. Эксайтотоксичность. 
9. Роль свободно-радикальных процессов в активации апоптоза.

10. Основные внутриклеточные каскады запускающие апоптоз. Пути торможения апоптоза

11.  Роль кальция в эукариотической клетке

12. Воспалительные реакции в головном мозге. Глиальный рубец.

13. Структурные белки цитоскелета нейронов и глии. 
14. Структура и функции шипикового аппарата.
15. Какие этапы можно выделить в процедуре клонирования ДНК? Опишите принцип каждого из этапов процедуры клонирования.
16. Какие существуют методы воздействия на молекулу ДНК in vitro?

17. Какие методы соединения неродственных молекул ДНК существуют в настоящее время?
18. Какие преимущества и недостатки имеет доставка генетических элементов с помощью невирусных методов?

19. Что такое трансдукция? Чем трансдукция отличается от трансфекции?

20. Что такое маркерный ген? Какие маркерные гены применяют в настоящее время?

21. Что такое фиксация образца? На какие основные группы условно разделяют используемые в настоящее время фиксаторы?

Экзамен по дисциплине “ Основы прикладной нейробиологии ” оценивается по следующим параметрам:

“Превосходно” (прев; 5,5) - Превосходная подготовка с очень незначительными погрешностями

“Отлично”  (отл; 5) - Подготовка, уровень которой существенно выше среднего с некоторыми ошибками

“Очень хорошо” (оч.хор; 4,5) - В целом хорошая подготовка с рядом заметных ошибок

“Хорошо” (хор; 4) - Хорошая подготовка, но со значительными ошибками

“Удовлетворительно” (уд; 3) - Подготовка, удовлетворяющая минимальным требованиям

“Не удовлетворительно” (неуд; 2) - Необходима дополнительная подготовка для успешного прохождения испытания

“Плохо” (плохо; 1) - Подготовка совершенно недостаточная

7. Учебно-методическое и информационное обеспечение дисциплины «Основы прикладной нейробиологии»

а) основная литература
1. Николлс Дж. Г., Мартин О.В., Валлас Б. Дж., Фукс П.А. От нейрона к мозгу. 2003. С 522-540

2. Калинцева Я.И., Мухина И.В., Семьянов А.В.  ПРИГОТОВЛЕНИЕ ПЕРЕЖИВАЮЩИХ СРЕЗОВ МОЗГА КРЫС: Учебно-методическое пособие. - Нижний Новгород: Нижегородский госуниверситет, 2011. - 36 с.
3. Пимашкин А.С., Корягина Е.А., Гладков А.А., Симонов А.Ю., Мухина И.В., Казанцев В.Б. ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ НЕЙРОННЫХ СЕТЕЙ В КУЛЬТУРАХ ГИППОКАМПА: СТИМУЛЯЦИЯ, РЕГИСТРАЦИЯ И АНАЛИЗ. Учебно-методическое пособие.  Нижний Новгород: Издательство Нижегородского госуниверситета, 2011. – 26 с. 
4. Угрюмов М.В. Современные методы иммуноцитохимии и гистохимии. М. - 1991. 115 с.
5. История имуноцитохимии. Обзорные статьи - www.biovitrum.ru
6. Разведение антител в иммуноцитохимии. Хранение и использование антител - medicalplanet.su
7. Эндрю Р. Хериет, Кевин С. Гаттер Иммуноцитохимия: световая микроскопия // электронный журнал Лаборатория экспериментальной патоморфологии - www. histopathology.narod.ru
8.  Авдонин П.В., Ткачук В.А. Рецепторы и внутриклеточный кальций. – М.: Наука, 1994. - 288 с. 
9. Paredes .M., Etzler J.C.,  Watts L.T., Zheng W., Lechleiter J.D. Chemical calcium indicators // Methods. - 2008. - Vol. 46. - P. 143-151.
10. Флуоресцентные кальциевые индикаторы - обзорные статьи, практические руководства - www. invitrogen.com
11. Calcium signals and mitochondrial dynamics -  www.olympus.com
12. Ведунова М.В.Иммуноцитохимические методы исследований в клеточных культурах и тканях. Учебно-методическое пособие ННГУ - 2011г. 31с.
13. Митрошина Е.В., Ведунова М.В. Кальциевый имиджинг в клеточных культурах и тканях. Учебно-методическое пособие ННГУ - 2011г. 27с. 
14. Ткачёв В.К., Вяткина Т.Г. ИФА-диагностика сифилиса//Информационно-методическое пособие,2005//http://www.vector-best.ru/publ/doc/9607.pdf
15. Кишкун А.А. Иммунологические исследования и методы диагностики инфекционных заболеваний в клинической практике. Медицинское информационное агентство, 2009 г.
16. Кондратьева И.А. Практикум по иммунологии. Учебное пособие для ВУЗов. Академия, 2004 г.
17. Вербов В.Н. Принципы твердофазного иммуноферментного анализа.- Твердофазный иммунный анализ. Сборник научных трудов, Л., Изд. института им. Пастера, том 64, 1998. С 3-27.
18. Жимулев И. Ф., Общая и молекулярная генетика, Сибирское университетское издательство, Новосибирск: Сибирское университетское издательство, 2007. - 480 с.
19. Гуттман Б., Гриффитс Э., Сузуки Д., Куллис Т. Г97 Генетика / Бартон Гуттман, Энтони Гриффитс, Дэвид Сузуки, Тара Куллис. — Пер. с англ. О. Перфильева. — М.: ФАИР-ПРЕСС, 2004. - 448 с.
20. Льюин Б., Гены; пер.9-го англ. изд – М.: БИНОМ. Лаборатория знаний, 2011. - 896 с.
21. Широкова О.М., Ведунова М.В. Методы Генетической трансформации. Учебно-методическое пособие – ННГУ. 2013. - 30с.
22. Ведунова М.В., Щелчкова Н.А. Иммунохимические методы исследований клеточных культур и тканей. Учебно-методическое пособие – ННГУ. 2013. - 58с.
23. Митрошмна Е.В. Оптический имиджинг в приложении к исследованию нейробиологических систем мозга. Электронное учебно-методическое пособие. – Нижний Новгород: Нижегородский госуниверситет, 2012. – 40 с.

б) дополнительная литература:

1. Коржевский Д. Э., Петрова Е. С., Кирик О. В., Безнин Г. В., Сухорукова Е. Г.  Нейрональные маркеры используемые при дифференцировки стволовых клеток// Клеточная трансплантология и тканевая инженерия. — 2010. — Т. 5, № 3. 

2. Коржевский Д.Э., Гиляров А.В. Морфология, 2007, т.131 , №2, с.75-76 .Морфология, 2007, т.131 , №2, с.75-76 .Ядерный белок NeuN  в амилоидных тельцах головного мозга человека// Морфология, 2007, т.131 , №2, с.75-76 . 

3. Подгорный О.В. Дифференцировка и поведение нейральных стволовых клеток человека в культуре ткани и при трансплантации в головной мозг крыс - диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук - М. 2006, 171 с.

4. Подгорный О.В., Полтавцева Р.А., Марей М.В., Сухих Г.Т., Александрова М.А. Формирование нейроэпителиальных структур в культуре нейральных стволовых клеток мозга человека// Клеточные технологии в биологии и медицине. № 3. 2005, С. 131-135.

Кольман Я., Рем К.- Г.  Наглядная биохимия. - М.: Мир, 2000. - 469 с.

5. Лекции ассоциации специалистов лабораторной диагностики Иркутской области //http://asld.baikal.ru.

6.  Aponte Y., Bischofberger J. and Jonas P. Efficient Ca2+ buffering in fast-spiking basket cells of rat hippocampus // J Physiol. – 2008. – Vol. 586.- Is. 8. – P. 2061–2075.
7. G. Grynkiewicz, M. Poenie, and R. Y. Tsien. A New Generation of Ca2+ Indicators with Greatly Improved Fluorescent Properties // The J. of Biol.Chemistry. - 1985. - Vol. 260.- №6.- Is. 25. -P. 3440-3450.

8. Малайцев В.В., Богданова К.М., Киселев В.И. Биология стволовых клеток и клеточные технологии //. Биология стволовых клеток и клеточные технологии: Учебная литература для студентов медицинских вузов. – М.: Медицина, Шико, 2009. том 1; 89-106 с. 

9. Никитин В.А. Методы введение веществ и органелл в клетку в технологиях клеточной инженерии // Цитология. - 2007. - Т.8. -С. 631-641.

10. Саложин С.В., Большаков А.П. Трансфекция клеток нервной системы // Журнал высшей нервной деятельности. - 2009. - Т.1. - С. 3-14.

11. Страйер Л. С., Биохимия: В 3-х т. Т. 3. Пер. с англ.-М.: Мир, 1985

12. Barbu A., Welsh N. Lipofection of Insulin-Producing RINm5F Cells: Methodological Improvements // J. Liposome Res. - 2007. - V.17. - P. 49–62.

13. Felgner J.H., Kumar R., Sridhar C.N.,Wheeler C.  J., Tsai Y.J., Border R., Ramsey P., Martin M., Felgner P.L. Enhanced gene  delivery  and mechanism  studies  with  a  novel series of  cationic  lipid  formulations // J.Biol. Chem. - 1994. - Vol.4. - P.2550-2561.

14. Hu W.S., Pathak V.K. Design of retroviral vectors and helper cells for gene therapy//Pharmacol.Reviews. - 2000. -  Vol.52. - P.493-512.
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8. Материально-техническое обеспечение дисциплины «Основы прикладной нейробиологии»

В учебном процессе необходимы: 

1.Поточные лекционные аудиторий оснащенных современными техническими средствами обучения.

2. Ноутбук.

3. Проекционная техника.

Для проведения  практических работ необходимы: 

1. Дозаторы объема 1-10 мкл, 20-200 мкл, 100-1000 мкл

2. Оптический комплекс, включающий: флюорисцентный или конфокальный микроскоп; камеру, способную фиксировать флюорисценцию с микрообъектов; компьютер с програмным обеспечением.

3. Холодильник 2-4 С.

4. Реактивы: первичные и вторичные антитела, фосфатный буфер, тритонХ100, твин 20, бычий сывороточный альбумин,  микробиологические среды, среды для культивирования клеточных линий позвоночных, полиэтиленэмин, эмбриональная телячья сыворотка, наборы для очистки плазмидных ДНК, наборы реагентов для иммуноферментного анализа, наборы для конденсации белка, диметилсульфоксид, раствор Версена, раствор трипсина, кальциевый краситель Oregon Green, плюрониковая кислота.

5. Центрифуга с охлаждением на 14 тысяч оборотов

6. Ламинарно-потоковый шкаф

7. Шейкер – инкубатор для бактериальных культур

8. Водяная баня

9. Твердофазный шейкер с контролем температуры

10. Генератор чашуйчатого льда

11.СО2- инкубатор

12. Планшетный спектрофотометр

13. Шейкер для иммуноферментного анализа

14. Холодильная установка с возможностью поддержания температуры не менее -135С

15. Расходные материалы: Набор пробирок из попипропитена на 15 и 50 мл стерильные, стеклянные чашки Петри, стерильны матрасы для культивирования клеточных линий, насадки на дозаторы одноразовые.
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